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L* invention eoitcerne de nouvelles combinaisons de substances 
ayant une activite biologique et de composes insolubles dans l'eau 
a haut poids moleculaire , un precede pour preparer ees composes et 
leur utilisation de preference dans la chromatographic d f af finite. 
5 Dans les derni&res ann^es, une nouvelle technique dans les m6- 

thodes de travail biochimiques s'est impos^e. Sa caracteristique 
principale est la mise en oeuvre de l'af finite de substances ayant 
une activity biologique li£es a un support pour effectuer des reac- 
tions s£lectives. 

10 Grace a la formation d'un complexe specif ique de la substance 

li£e au support avec une deuxieme substance contenue dans un melan- 
ge, cette substance peut §tre eliminee du melange et isolee, si on 
le desire, ensuite par d£sorption. 

les enzymes liees a un support ont l'avantage de permettre des 

1 5 transformations de substances dans des procedes continus de prepara- 
tion et d'obtenir les produits reaetionnels exempts d* enzymes. 

Dans 1* analyse enzymatique biochimique, les enzymes insolubles 
dans l'eau liees a un support peuvent §tre utilisees plusieurs fois 
comme reactifs. 

20 En raison de la propri^te des enzymes d 1 avoir des affinites non 

seulement a 1'egard des substrats, mais aussi a l'egard des inhibi^-.- 
teurs specif iques, I'obtention d* inhibiteurs enzymatiques a l*aide 
de la chromatographic d T af finite sur des enzymes liees a un support 
s'est avere particulierement favorable. D ' autre part, la fixation 

25 d 1 inhibiteurs a des matrices insolubles dans l'eau permet I'obten- 
tion preparative des enzymes correspondantes. 

Des antigenes ou des anticorps, que I'on appelle agents d'immuno 
absorption, sont fixds a des matrices insolubles dans l!eau et ,per- 
mettent ensuite l*isolement des anticorps ou antigenes correspondents 

30 Par substances ayant une activite biologique, on entend, confor- 

mement a ce qui a ete decrit ci-dessus, des substances naturelles ou 
synthetiques ayant une activite in vivo et in vitro, que l'on peut 
appeler dans un sens tres large enzymes, activateurs, inhibiteurs, 
antigenes ou anticorps, vitamines et hormones, et, comme elles re- 

35 presentent les principes actifs des systemes insolubles dans l'eau, 
on les appelle maintenant des effecteurs. 

La plupart des effecteurs lies a un support qui ont ete decrit 
jusqu'a present, sont beaucoup plus stables que les substances cor- 
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respondantes a activity biologique en solution. 

Des matieres de support avantageuses , appelees matrices sont 
des substances qui sont non settlement insolubles dans des systemes 
aqueux, mais montrent aussi une adsorption non-specif ique la plus 
5 faible possible. A cet effet, il faut largement dviter des interac- 
tions hydrophobes, hydrophiles et ioniques entre la matrice et le 
partenaire r^actionnel de l'effecteur. Une fixation des substances 
sur l^ffecteur qui n'est pas voulue, par exemple une fixation de 
substances qui ne 3ont pas de partenaires reactifs specifiqxies de 

10 I'effecteur, doit etre exclue. 

Les deux sortes de matrices utilisees jusqu'S. present comme 
supports pour les substances ayant une activity biologique sont cel- 
les qui se lient aUx effecteurs par adsorption physique, par exemple 
le polystyrene, le charbon actif et les perles de verre, et celles 

15 qui forment une liaison covalente avec les effecteurs, par exemple 
les polymeres vinyliques, comme les homo- et copolymeres , par exem- 
ple les acides poly aery liques , les polyacrylamides et le polystyrene 
substitu^ par des groupes amino, carboxy eu sulfonyles, de plus la 
cellulose et ses derives et enfin des polypeptides et prolines na- 

20 turelles et synth^tiques . A cause de 1' interaction ^quilibree entre 
la matxice et l'effecteur, les hydrates de carbone, en particulier 
la cellulose, le dextranne, l'amidon, I'agar-agar et ses derives, 
sont les matieres les plus utilisees comme matrices dans des syste- 
mes aqueux, bien que les groupes carboxyles contenus souvent dans les 

25 matieres naturelles soient consid£r£s comme genants en raison de leur 
affinites non-specif ique s . A part cela, ces matiferes ont une stabi- 
lity thermique et chimique relativement faible. 

Beaucoup de ces inconvenients pouvaient §tre elimin^s par l 1 uti- 
lisation comme matrice de polyvinylfene-glycol, un polymere syntheti- 

30 que. le polyvinylene-glycol, aussi appel£ polyhydroxym^thyiene, est 
pr^pard par hydrolyse acide ou basique a partir de carbonate de poly- 
vinylene. Chaque atome de carbone porte un groupe hydroxyle et un 
atome d'hydrogfene . La liaison -C-C ininterrompue donne au support 
une stability particulierement grande. 

35 Or, la Demanderesse a trouve que l'on pouvait utiliser, au lieu 

du polyvinylene-glycol avantageusement des copolymferes de vinylene- 
glycol comme matrice de support. En introduisant par polymerisation - 
des comonomeres convenables dans le carbonate de polyvinylene , on 
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.pent largement f aire varier les : proprietes physiques et chimiques du 
polyvinylene-glycol qui est prepare a partir de celui-ci. 

Ainsi, par exemple, on peut faire varier I'hydrophilie ou la 
propriety de gonflage du polyvinyl&ne-glycol en introduisant par 
5 polymerisation des monomeres hydrophobes, par exemple l 1 ethylene, 
le chlorure du vinyle ou le styrene dans le carbonate de polyvinyle- 
ne. Par la copolymerisation d 1 acetate de vinyle, un groupe vinylene- 
glyeol est remplace par un groupe alcool vinylique dans le produit 
final saponifie; ce qui a pour consequence une propriete de gonflage 
10 accrue en milieu aqueux. 

^utilisation de comonomeres, par exemple l f ether divinylique 
du. diethylene-glycol et le divinyl benz&ne permet une reticulation 
et ainsi une amelioration des proprietes m^caniques du support. En 
introduisant par polymerisation des fonctions electrophiles, par 
15 exemple des groupes oxirannes (groupes epoxy) a partir de l 1 ether 
de vinyle et de glycidyle comme comonomeres, une reaction directe de 
la matrice avec les fonctions nucl£ophiliques (-KE 2 » -OH, etc..) est 
possible. Les groupes carboxyles peuvent Stre introduits par des es- 
ters d'acide acrylique comme comonomeres. Apres la copolymerisation, 
20 les groupes ester sont saponifies pour dormer des groupes carboxyles. 
L' introduction de groupes -HHg- ou -C00H permet I 1 activation a l f ai- 
de de carbodiimides, de sels d 1 is oxazolium, d f aldehyde glutarique et 
d'autres. Les copolymeres du vinylene-glycol/alcool vinylique ont 
une surface sp£cifique superieure et ainsi une capaclte de liaison 
25 accrue par. exemple pour des proteines a la surface de la poudre du 
polymere par rapport aux homopolym&res du vinylene-glycol. ^ 

La presente invention a par consequent pour objet des combinai- 
sons a activite biologique a partir d r un copolymere, de preference 
insoluhle dans I'eau, du polyvinylene-glycol et d'une substance 
30 ayant une activite biologique liee a celui-ci tout en conservant son 
activity biologique. Dans ces combinaisons, la matrice de support 
est un copolymere du polyvinylene-glycol contenant Jusqu'a 45 ^, de 
preference de 5-20 ^ d'un comonomfere. Les substances ayant une acti- 
vite biologique sont des enzymes, des activateurs, des inhibiteurs, 
35 des, antigenes ou anticorps, d f autres proteines de plasma, des subs- 
tances des groupes sanguins, des phytohSmagglutinines, des antibio- 
tiques, des vitamines ou des hormones, des peptides ou des amino 
acides ou des effecteurs prepares par voie synthetique. 
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Le support polymere et la substance biologiquement active sont 
li£s l f un a 1' autre par une liaison covalente soit directetient soit 
par une chaine laterale (Spacer), 

II est avantageux de lier les substances biologiquement actives 
5 par une chaine laterale (Spacer) si les poids moleculaires de.;leurs 
partenaires d'af finite sont tres differents ou si, utilises dans .un 
procdde biospecif ique , on fait participer des proteines a trfes haut 
poids mol^culaire ou qui comprennent plusieurs sous-unites dans leur 
structure. Les chaines lat^rales dites "Spacers" d f une longueur de- 
10 finie sont ancrees dans la matrice polymere et peuvent Stre obtenues 
par introduction par poisoner isat ion, par addition ou incorporation 
(liaison de composes hi- ou polyf onctionnels , par exemple un tripep- 
tide, a la matrice), ou par incorporation de groupes fonctionnels 
et prolongation graduelle . 
15 L 1 invention a en outre pour objet des proc£d6s pour fixer de 

manifere covalente des substances biologiquement actives au support. 

On dispose, a cette fin, d'une s^rie de reactions gen£ralement 
connues. 



20 res du polyvinylene-glycol caract^risd en ce qu& l'on polymerise le 
carbonate de vinylene avec des comonomeres de f ormule generale : 



Parmi elles, on compte le proc£d6 de preparation des copolyme- 
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/*1 / R 1 

H 2 C=C H~C=C * 

V / 2 , « 2 

0 0 

V 

o 

dans lesquelles : 

Rj dEsigne l'hydrogene, le radical methyle ou ethyle, 
R 3 designe le radical methyle, ethyle ou propyle, 
5 n est un nombre entier de 1 a 4. 

La polymerisation du carlDonate de polyvinylene est effectu^e 
avec jusqu'k 45 $ de comonomeres, de preference avec 5-20 

On peut preparer la combinaison biologiquement active par exem- 
ple par l f introduction d'un groupe elsctrophile soit dans la substan- 
10 ce biologiquement active soit dans le copolymere du polyvinylene- 
glycol et par reaction de la substance biologiquement active avec 
les ccpolymeres du polyvinylene-glycol pax 1* intermediaire de ce 
groupe. Les groupes electrophiles sont introduits dans la matrice de 
support soit par copolymdrisation du carbonate de vinyiene avec des 
15 comonomeres contenant' des groupes electrophiles soit par reaction de 
la matrice de support avec des composes h bas poids moleculaire por- 
tant des groupes Electrophiles activants. 

En general, le couplage chimique d'un partenaire react ionnel 
avec la matrice de support est simple lorsque d'un c8te sont presen- 
20 tes des fonctions nucleophiles et de l'autre des fonctions electro- 
philes, Les fonctions nucleophiles reactives sont surtout des grou- 
pes amino, mercapto et hydroxy qui sont generalement deja contenus 
dans la matrice ou dans le partenaire reactionnel. Les fonctions 
electrophiles, par contre, doivent Stre introduites. A cet effet, on 
25 peut convertir des groupes carboxyles en halogenures d'acides, azi- 
des d'acide, anhydrides d'acide, imidazolides ou bien les activer 
directement avec les carbodiimides . Comme groupes reactifs electro- 
philes on utilise egalement des groupes isocyanate, isothiocyanate, 
diazonium ou des esters d 1 imido carbonate cycliques. L 1 introduction 
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de groupes reactifs a I'aide de la copolym6risation est particulie- 
rement favorable. 

Par l 1 introduction par polymerisation de monomeres avec des 
groupes epoxy, par .exemple avec des ethers d 1 epoxyalkyle et de viny- 
5 le dans le carbonate de polyvinylene et en raison des differences 
tr&s grandes dans la vitesse de saponification entre les groupes, 
carbonate et epoxy cycliques, on obtient facilement une matrice du 
polyvinylene-glycol avec des groupes epoxy reactifs que I'on pent 
faire reagir avec des fonctions nucl^opbiles . Ainsi est possible la 

10 fixation directe d'une substance biologiquement active et/ou l 1 in- 
troduction (la prolongation d'une chaine laterale dite "Spacer"). 

Un autre avantage de l f utilisation de copolymeres est 1* introduc- 
tion directe par polymerisation de fonctions ^lectropliiles permettant 
une reaction selon des m^thodes connues. 

15 Par copolym&risation du carbonate de vinylene avec de I'acryla- 

te d'^thyle et saponification ulterieure des polymeres, on obtient 
une matrice ayant des fonctions -OH- et -C00H-. Les groupes carboxy- 
les peuvent §tre actives h l'aide des carbodiimides et puis former 
une liaison amide avec les groupes amino de l'effecteur. Les groupes 

20 carboxyles permettent £galement la formation de liaisons amide a 
l'aide des sels d' isoxazolium introduits par Woodward. 

Une autre methode de couplage de composes biologiquement actifs 
aux polymeres contenant des groupes carboxyles est effectuee a l 1 ai- 
de de N-dthoxycarbonyl-2-dthoxy 1 ,2-dihydroquinoleine (EEDQ). 

25 Les groupes carboxyles peuvent Stre esterifies selon des metho- 

des connues., puis l f ester peut §tre converti en I'hydrazide et I'azi- 
de en resultant peut Stre fixe a l'aide du groupe amino de la pro- 
teine de l'effecteur k la matrice du polyvinylene-glycol ♦ 

Lorsque le comonom&re introduit par polymerisation dans la ma- 

30 trice possede, a la suite de reactions ult^rieures des groupes amino 
libre, il est possible d*introduire les groupes arylamino avec des 
derives du vinylsulfone contenant des groupes arylamino ou des es- 
ters d'acide sulfurique de # -hydroxy-^thylsulfones , les groupes 
arylamino etant alors diazotes selon des m£thodes connues et pouvant 

35 §tre li£s ensuite a des groupes reactifs. d r un effecteur, par exemple 
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H H H E 
* 1 r i 

C - C— C — c 

'lit 

OH E O H 
CH 2 
HO- OH 

CH 2 HH-(CH 2 ) 6 -NH-CH 2 -CH 2 -S0 2 - ^^.-HHg 

On pent ainsi £galement prolonger une chaine lattrale (dite 
"Spacer"). 

Selon une autre methode de liaison de proteines par des groupes 
5 amino on utilise du glutardialdehyde . 

La fixation de I'effecteur a la matrice apres une activation 
des groupes hydroxyles ou amino du copolymere de polyvinylene -glycol 
est r^alisee d f une fa$on simple en utilisant des halogenures de 
cyanogene, avantageusement le bromure de cyanogene, avec reaction 
10 ulttrieure des effecteurs biologiquement actifs contenant des grou- 
pes amino par ces groupes actives. 

L'effecteur peut aussi Stre fixe a la matrice constitute par 
. un copolymere du polyvinylene-glycol ou un polyvinylene-glycol par 
acylation des groupes hydroxyles avec du bromure de bromoacttyle , 
15 suivie de I'alkylation du groupe amino de I'effecteur* 

Des reactions similaires se r^alisent par exemple par la trans- 
formation des groupes hydroxyles du support avec des triazines reac- 
tives, une partie des groupes r^actifs de la triazine reagissant 
avec le compose constitue par le polyvinylene-glycol, I 1 autre avec 
20 des groupes amino de l'effecteur. 

Des amines aromatiques diazotables qui peuvent d'une part rea- 
gir avec les groupes hydroxyles du support par un autre groupe reac- 
tif , penaettent d 1 autre part le couplage avec des amino acides acti- 
ves appropries, par exemple les restes de tyrosine ou d'histidine de 
25 la proteine constituant l f effecteur. 

Des derives de vinylsulfone et des hemi-esters sulfuriques de 
/o -hydroxy^thylsulf ones contenant des groupes arylamino peuvent 
reagir avec les groupes hydroxyles du support. lis permettent la fi- 
xation de I'effecteur selon la reaction de diazotation decrite ci- 
30 dessus. - 

On obtient des liaisons ether particulierement stables lors de 
la reaction des groupes hydroxyles du copolymere du polyvinylene- 
glycol avec des epoxydes ne formant pas d^ons et qui contiennent au 



H H 
t i 

C— C -I 

oh oa 
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moins 2 groupes reactifs, par exemple les epilialohydrines ou les 
poly epoxydes, par exemple l f epichlorhydrine ou les bisepoxydes. 

Une autre mdthode de modification est 1' introduction par poly- 
merisation de comonomeres dans la chaine du carbonate de polyviny- 
5 lfene (par exemple le vinylpyrr olid one) suivie d'une reaction partiel- 
le des cycles cyclocarbonates du carbonate de polyvinyl ene avec une 
amine,' "par exemple l'hexamethylene-diamine , pour obtenir un copoly- 
mere du carbonate de polyvinyl&ne substitue par une chaine laterale 
(dite Spacer) ou I'effecteur par une liaison urethanne. Les autres 
10 groupes de cyclocarbonate sont alors saponifies pour obtenir des 
groupes hydroxyles : 
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A cfite" des proeed£s d' obtention de liaisons covalentes entre la 
matrice et I'effecteur prote"ini<iue ou d 1 autres effecteurs cit£s a 
titre d' exemple, il existe encore d' autres mSthodes conduisant a la 
reaction des groupes hydroxyles ou de certains groupes du copoly- 
mere avec I'effecteur et ainsi a une liaison covalente entre les 
deux; ainsi, par exemple la reaction connue avec des composes m£tal- 
liques formant des complexes, par exemple les composes du titane. 
Toutes ces methodes sont connues des sp^cialistes . 

Lors de la fixation.de composes biologiquement actifs a bas 

poids mole'culaire , il est avantageux d'activer I'effecteur au lieu 
du support. 
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En principe, on peart utiliser tous les procedes qui sont connus 
dans la chimie des macromolecules pour la modification de composes 
macromol£culaires synthitiques ou naturels. 

Les copolymeres du polyvinylene-glycol se distinguent non seu- 

5 lement par leur stability chimique et thermique mais aussi par des 
proprietes favorables quant a leur mise en oeuvre. lis sont ainsi 
superieurs aux matrices de support considdrees jusqu'k present comme 
optimales a base d 1 hydrates de carbone naturels. lis peuvent etre 
prepares sous forme de fibres, de filaments, de feuilles ou de par- 

10 ticules spheriques, la forme la plus adequate pouvant ainsi 0tre 

choisie selon le domaine d 1 application de I'effecteur a lier a celle- 
ci, De preference, ces copolymeres sont utilises sous forme de pou- 
dres finement divis£es ayant une grande surface specif ique. 

Comme la dimension de la surface susceptible de fixer des ef- 

15 fecteurs ou des chaines laterales ("Spacer") peut §tre reglee lors 
de la preparation, les copolymeres du polyvinylene-glycol ont un 
avantage de plus sur les matieres de support connues. 

Les composes biologiquement actifs conformes a l 1 invention con- 
viennent dans la plupart des procedes qui sont connus pour d'autres 

20 ef fecteurs hydrophiles lies a des supports insolubles dans l'eau. 
On peut aussi rendre insoluble des enzymes, Les enzymes insolubles 
sont de plus en plus utilises pour la determination de substrats 
dans des appareils automat ique s d* analyse et comme electrodes enzy- 
matiques. A cause de la stabilite elevee une serie d' enzymes liees 

25 3- un support conviennent pour la realisation de reactions techniques 
enzymatiques. 

Les substances biologiquement actives liees a un support sont 
largement mises en oeuvre, en raison de leur propriete d'adsorbant 
specif ique, dans la chromatographic d'af finite. Les inhibiteurs d'en- 

30 zymes naturels ou synthetiques lies a un support permettent la puri- 
fication poussee des enzymes, alors que les enzymes en tant qu'ef fec- 
teurs se sont aver^es excellentes pour l/obtention d 1 inhibiteurs 
d 1 enzyme naturels h partir d'extraits bruts. Les antigenes insolu- 
bles dans I'eau lies a un support sont utilises pour I'isolement des 

35 anticorps correspondants, qui sont ainsi obtenus depourvus d'autres 
elements du serum et d'autres antigenes. Dans la chromatographic 
d'af finite, il est possible d'isoler et aussi de determiner quanti- 
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tativement des antic orps ne pouvant pas Stre precipites et des anti- 
corps qui ne peuvent pas §tre precipitds en raison de lexer faible 
concentration dans le serum. 

Les Exemples suivants illustrent la presente invention: 
5 Exemples 

Preparation des copolymeres du carbonate de vinylene 

Le carbonate de vinylene utilise dans la preparation des copo- 
lymferes est chauffe au reflux sous une pression de 33 mm avant la 
mise en oeuvre pendant une heure sur du borhydrure de sodium (100 

10 parties en poids de carbonate de vinylene sur 2 parties en poids de 
NaBH^), puis distill** a 75° C et sous une pression de 33 mm sur une 
colonne a chemise en argent remplie d'anneaux en verre de Raschig 
h 50 cm et le plus vite possible mis en oeuvre pour la copolymerisa- 
tion. De m8me , les comonom&res utilises ont ete d'abord purifies 

15 par distillation. 

1 - Copolym&re de vinylene-glycol/alcool vinylique a partir de 
copolym&re de carbonate de vinylene acetate de vinyle. 

a) On dissout dans 9 parties en poids de carbonate de vinyl&ne 
et 1 partie en poids d'acetate de vinyle 0,05 partie en poids d f azo- 

20 bisisobutyronitrile sous de 1» azote. On introduit le melange de mo- 
nomere sous de 1' azote dans un tube d' aluminium aplati avec une fer- 
meture h vis (^paisseur 4 mm, largeur 60 mm, longueur 150 mm) 
(volume de remplissage tot&l: environ 35 ml), on ferme le tout sous 
N 2 et on le plonge pendant 48 heures dans un bain d'eau a 50° C. On 

25 obtient des plaques de matiere plastique dures et fragiles que l*on 
coupe en morceaux dans un broyeur h battoirs. Puis, on chauffe le 
granule a 120° C pendant 5 heures sous une pression de 1-2 mm, pour 
s£parer les monomeres residuels qui n 1 ont pas 6te polymerises. 

On broie le granule ainsi depourvu de monomeres dans un broyeur 

30 a une dimension des grains de 0,1 mm dans 500 parties de lessive 
de soude 5 N, on melange le tout a 20° C pendant une heure a l'aide 
d f un agitateur a vitesse elevee; les groupes carbonate et acetyle 
sont alors saponifies. On essore le copolymere de vinylene-glycol/ 
alcool vinylique insoluble dans l'eau, on le lave soigneusement avec 

35 de l'eau jusqu'k ce qu'il soit exempt de sels min^raux et on le 
lyophiiise. 

Rendement : 4,7 parties en poids de copolymere de vinylfene-glycol/ 
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alcool vinylique ayant une surface specifique de 34 m2g mesur£e 
selon la methode BET. 

b) On procede comme cela a ete d6crit sous 1-a) sauf qu*on 
utilise pour 7 parties en poids de carbonate de vinylene 3 parties 

5 d' acetate de vinyle. 

■ Rendement : 4,1 parties en poids de copolymere de vinylene-glycol/ 
alcool vinylique ayant une surface specifique de la poudre de poly- 
mere lyophilisee de 62,5 m2g ♦ 

c) Essai comparatif comme il a ete decrit sous 1-a) sauf qu'on 
10 utilise 10 parties en poids de carbonate de vinylene et pas de como- 

nomere * 

Rendement : 4*7 parties en poids d'un homopolymere de vinylene-glycol 
ayant une surface specifique de la poudre de polymere lyophilisee de 
20,5 m2g~ 1 . . 
15 2 - Copolymere de vinylene -gly col/ether de vinyle et de 
glycidyle 

On chauffe a 50° C pendant 3 jours sous N 2 un melange de 7 par- 
ties en poids de carbonate de vinylene, 3 parties en poids d'Sther 
de vinyle et de glycidyle et 0,1 partie en poids d'azibisisobutyrb- 

20 nitrile comme cela a ete decrit sous 1-a) dans des tubes d r aluminium 
aplatis. On coupe en morceaux les plaques syntlnStiques obtenues com- 
me il a ete decrit sous 1-a), on ^limine les monomeres residuels, on 
broie les morceaux a une dimension des grains de ^ 0,1 mm, les met 
en suspension pendant 30 minutes dans 500 parties en poids de NaOH 

25 0,5 N glac<5 avec un agitateur a haute vitesse, on separe le polymere 
saponifie imm^diatement par centrifugation, le met en suspension 
dans de l'eau glacee, le neutralise a pH 7 avec H 2 S0 4 2N en refroi- 
dissant avec de la glace, on l'essore, le lave avec de I'eau glacee 
et le lyophilise. 

30 Rendement : 3,9 parties en poids de . copolymere de vinylene-glycol/ 
£ther de vinyle et de glycidyle contenant 1,3 milliequivalents de 
groupes oxiranne par g (determine selon "Praktikum der makromoleku- 
laren organischen Chemie", page 221, par Braun, D. , Cherdron, 
Xern, W., Hiithig Verlag, Heidelberg 1966). 

35 3 - Copolymere servant de matiere de support substitu£ par 

un group e amino 



On met en suspension 3,9 parties en poids d'un copolymere de 
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vinylene-glycol/ether de vinyle et de glycile (de l'Exemple 2) avec 
un agitateur Ultra-Turrax dans 1 00 parties en poids de IL^O et on 
ajoute 10 ml d 1 ammoniaque a 30 >. On continue a agiter avec un petit 
agitateur magnetise a 50° C pendant 10 heures, puis on essore et 
5 on lave soigneusement avec de l'eau et on lyophilise. 

Rendement : 3,5 parties en poids de copolym&re servant de matiere 
de support contenant 0,9 milli Equivalents de groupes amino par gram- 
me, sous la forme de groupes 3-amino-2-hydroxy-propyliques {prove- 
nant de la reaction de 1 1 ammoniaque avec des groupes glycidyles). 
10 4 - Copolymere de vinylene-glycol/acide acrylique 

On polymerise 9 parties en poids de carbonate de vinylene, 1 
partie en poids d'acrylate d'^thyle et 0,05 partie en poids d'azo-. 
bisisobutyronitrile sous Ng comme cela a 6t6 deerit a l'Exemple 1-a), 
on coupe le polymere en morceaux, on ^limine les monomeres residuels 

1 5 et on broie les morceaux pour obtenir une dimension des grains de 
< 0,1 mm, on saponifie, on essore, on lave et on lyophilise. 
Rendement : 5,0 parties en poids de poudre de polymfere hydrophile 
contenant 1,1 milli equivalents de groupes carboxyles par gramme de 
support ayant une surface specif ique de 27,2 m2g~^ d^terminee selon 

20 la m^thode BET. 

5 - Polyvinylfene-glycol substitue par des groupes a; -amino- 
hexyles 

On met en suspension 5 parties en poids de copolymere de viny- 
lene-glycol/acide acrylique de l'Exemple 4, a l'aide de l 1 agitateur^ 

25 TJltra-Turrax dans 100 ml de H 2 0, on refroidit a 5° C, on ajoute 2,5 g 
de U-cyclohexyl-N 1 - ( N-m£ thylmor pholino ) thyl ) -carbodiimide-p-tolufe- 
ne-sulfonate, on agite pendant 30 minutes h pH 5 et a 5° C, on s£pa- 
re par filtration et on lave rapidement avec de l'eau glac^e. On met 
en suspension le support active ensuite imm^diatement dans une solu- 

30 tion ajustee a pH 7,5 avec du HC1 binormal et refroidie a 5° C de 
5 g d'hexamethylene-diamine dans 100 ml d'eau et on continue a agi- 
ter dans ces conditions pour encore 24 heures avec un agitateur ma- 
gnetique, on essore, on lave soigneusement avec de l'eau et on lyo- 
philise . 

35 Rendement : 4,5 parties en poids de polyvinylene-glycol substitu£ 
par des groupes i*j -aminohexyles contenant 0,7 milliequivalents 
de groupes amino par gramme du support. 
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6 ' df a ?^l^ C i° P0 l ymfer \ de ^y^ne-glycol/alccol vinylique 
selon S?* 1_a) ayant me SUrfaCe de ^ ^-1 

a) avec de 1 » epichlorhydrine : 

5 On met en suspension 50 g d'un copolymere de vinylene-glycol/ 

alcool vinylique, prepare selon 1' Example 1-a) dans 1 1 de NaOE bi- 
normal, on ajoute 250 ml d 'epichlorhydrine et on agite pendant 2 
heures a 55-60« C. Le pH de la suspension s'abaisse apres peu de 
temps a 10-11. Cette valeur est maintenue encore pendant 1 heure 
10 par addition de EaOH . Apres 2 heures de reaction on essore la subs- 
tance solide, on lave avec de l'eau, de l'acdtone, puis encore avec 
de l'eau. 

b) avec de I'hexamethylene-diamine : 

On dissout 50 g d'hexam^thylene-diamine dans 1,5 1 d'eau et on 
15 ajoute du HC1 jusqu'a ce que pH 10 soit atteint. On ajoute a cette 
solution le copolymere de vinylene-glycol/alcool vinylique active 
selon I'Exemple 6- a ) et on agite pendant 6 heures a 50-55° C. Puis, 
on essore le produit et on lave avec de l'eau jusqu'a ce qu'il soit 
exempt d'hexamethylene-diamine. 
20 c ) avec de 1' ester sulfur ique de 1 -aminobenzene-4- -hydroxy- 

ethylsulfone : 

On agite le produit obtenu sous 6-b) avec 50 g d' ester sulfuri- 
que de 1 -aminobenzene-4- -hydroxyethylsulfone a 55° C et a pH 10 
pendant 1 heure, puis on separe la substance solide par filtration, 
25 on lave avec de l'eau, de 1« acetone puis de l'eau. 

d) diazotation : 

On lave 1 0 g du produit obtenu selon I'Exemple 6-c) sur un f li- 
tre avec 200 ml de HC1 0,1 F, puis on le met en suspension dans 500ml 
de HC1 0,5 K". On ajoute a cette suspension, tout en agitant, une so- 

30 lution de NaF0 2 0,1 If a 0-4° C, jusqu'a ce que l'on constate un fai- 
ble exces de nitrite dans l'essai avec du papier a l'empois d'amidon 
et a l'iodure de potassium. Au bout de 10 minutes, on separe par 
filtration sur un f litre et on lave le residu avec de l'eau glacee 
et puis avec un tampon de phosphate de sodium 0,15 M a pH 7,5 a 

35 0-4° C. 

e) liaison covalente avec une proteine : 

On dissout 0,8 g d'albumine dans 350 ml de tampon de phosphate 
a pH 7,5, puis on refroidit a 4° C et on ajoute le produit prepare 
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sous 6-d). On agite la suspension pendant 20 heures a. 4° C, on sepa- 
re par filtration et.on lave la substance solide avec du FaCl 1 M 
et une solution de chlorure de sodium (PBS) tamponnee par du phos- 
phate (solution aqueuse de EaCl h 0,9 f» ayant une teneur en 1/15 M 
5 de tampon de NagHPO^-KHgPO^ de pH 7,2). 

On examine le filtrat et la solution de lavage selon la methode 
de I 1 immunodiffusion radiale pour detecter I'albumine. 60 mg d'albu- 
mine sont fixes sur 1 g du support ainsi prepare. 

7 - Reaction du copolymere de vinylene-glycol/alcool vinylique 
10 selon l'Exemple 1-b) ayant une surface specif ique de 

62,5 m2 g~ 1 selon BET 



En utilisant les reactions comme elles ont etd decrites sous 

6-a) , il est possible de fixer quantitativeinent sur 1 g de support 

active 80 ng d'albumine. 

15 - 8 - Reaction de l^omopolymere de vinylene-glycol de l'Exemple 
1-c) ayant une surface specifique de 20 ^ m2g -1 gelon BET 

En utilisant les reactions comme celles decrites sous 6-a) on 
peut fixer quant i t at ivement 45 mg d'albumine sur 1 g de support ac- 
tive. 

20 9 - Copolymere de vinyl kne-glycol/vinyl pyrrolidone substitute 

par des groupes -aminohexyles 



On dissout dans 9 parties en poids de carbonate de vinyle et 1 

i 

partie en poids de vinyl pyrrolidone 0,05 partie en poids d'azobiiso- 
butyronitrile sous de l'azote et on polymerise et effectue le trai- 

25 tement posterieur comme a l'Exemple 1-a). 

Apres elimination des monomeres residuels on dissout le granule 
pour obtenir une solution dans le dimethylf ormamide a 12 en poids, 
puis on introduit par un tuyau cette solution dans un bain de preci- 
pitation de methanol sous -une pression de 15 atmg relatives. On ob- 

30 tient le precipite fibreux du copolymere de carbonate de vinylene/ 
vinylpyrr olid one , on l'essore, le lave avec du methanol et le remet 
en suspension dans 200 parties en poids de methanol. On ajoute 6 par 
ties en poids de hexamethylene-diamine , dissous dans 50 parties en 
~poids de methanol, on agite la suspension a temperature ambiante 

35 pendant 2 jours, on essore et on lave avec du methanol. On met en 
suspension le residu filtre dans une solution de 10 parties en poids 
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de methylate de sodium dans 300 parties en 'poids de methanol a 96 % 
pendant 4- jours a la temperature ambiante, puis on lave avec du me- 
thanol, puis tres intimement avec de l f eau f puis on lyophilise. 
Rendement : 5,0 parties en poids d'un copolymere de vinylene-glycol/ 
5 vinylpyrrolidone substitue par des groupes -ju -aminohexyles par des 
liaisons urethanne et contenant 1,6 milliequivalents de groupes HHg. 
par g de support. 

10 - Liaison de IgG au copolymere substitue par des groupes 
^ -amino-hexyles de l'Exemple 9-, a l'aide d» anhydride 
10 succinique et de carbodiimide hydrosoluble . 

On fait reagir 5 parties en poids du support substitue par des 
groupes w -aminohexyles de l f Exemple 9-, a 10° C et pH 6 avec 2,5 
parties en poids d* anhydride d'acide succinique, qui ont ete mises 
en suspension dans 200 parties en poids d'eau, pendant 4 heures. On 

15 ajuste le pH avec JTaOH ZS. Apres le lavage de la substance solide 
avec de I'eau on agite le produit avec 1,25 parties en poids de N- 
cyclohexyl-lT 1 -(K"-methylmorpholino )-ethyl)-carbodiimide-p-toluene- 
sulfonate a pH 5 et a 5° C pendant 30 minutes; on separe par filtra- 
tion et on lave rapidement avec de l'eau glacee. On dissout 0,5 par- 

20 tie en poids de IgG- dans 1 50 parties en poids de tampon de phosphate 

a pH 7,5 et on agite cette solution k 4° C pendant 24 heures avec 

le support active. Apres filtration, on lave le produit avec une - 

solution de chlorure de sodium 1 M et avec du PBS. 

75 mg de IgG forme une liaison covalente avec 1 g du support. 

25 11 - Copolymere du vinylene-glycol/^ther divinylique du diethy- 

lene-glycol 

On dissout sous de l 1 azote dans 9 parties en poids de carbonate 
de vinylene et 1 partie en poids d 1 ether divinylique du diethylene- 
glycol 0,1 partie en poids d f azobisisobutyronitrile, puis on chauffe 
30 cette solution comme cela a ete decrit a l'Exemple 1-a) dans des tu- 
bes d f aluminium plats sous N 2 pendant 3 jours a 50° C et on polyme- 
rise. Apres le traitement post&rieur et la saponification comme sous 
1-a) on obtient 3,5 parties en poids du copolymere de vinyl ene-gly col 
/ether divinylique du diethylene-glycol. 

35 12 - Copolymere du vinylene-glycol/K-acryloylaminoacetaldehyde- 

dimethylacetal 

a) On dissout dans 9 parties en poids de carbonate de vinylene 
et 1 partie en poids de IT-acryloylaminoacetaldehyde-dimethylac^tal 



16 



2332287 



0,05 partie en poids d'azobisisobutyronitrile sous de l r azote. On 
polymerise le melange des . raonomere3 coime cela a ete decrit sous 1- 
a), puis on poursuit le traitement et on saponifie pour obtenir 4,1 
parties en poids du copolymere de N-acryloylaminoac^taldehyde-dime- . 
5 thylacetal/vinylene-glycol. On agite 10 parties en poids de copoly- 
mere de ll-acryloj'-laminoacetaldehyde-dimethylacdtal/vinylene-glycol 
dans 100 parties en poids de HC1 normal pendant 4-5 heures. On lave 
le support active avec de I'eau et du tampon de phosphate a pH 7,5. 

b) On a dissout 0,5 g d'albumine dans 200 ml de PBS et on agite 
10 cette solution avec'le produit prepare sous a) pendant 14 heures a 
4° C. Apr&s filtration, on lave la prot£ine li£e au support avec une 
solution de IfeCl 1 M et avec du PBS. 

40 mg d'albumine sont lies a 1 g du support ainsi prepare. 
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Revendications 

1 - Combinaison d'un copolymere du vinylene -glycol et d'une 
substance biologiquement active liee chimiquement a ce copolymere. 

2 - Combinaison selon la revendication 1 , caracterisee en ce 

5 que le copolymere contient au moins 55 * de motifs de monomere cons- 
titutes par du vinylene-glycol et au plus 45 # de motifs de monomeres 
constitue"s par au moins l'un des composes de formules 



H 5 cac 



COOR, 



/Pi 



HoC=C ^ 

2 



/*1 



H 2 C=C v 



0-CO-CH, 



H 2 C=C 



✓ R 1 

N ^^- CH=CH 2 



✓*1 

H 2 C=C 



A 

(oa^-ay n -o-CH=cH 2 



H £ C=C CH 2 

K N N fcH p )n 
II 



OC 



CH, 



H 0 C=C 
2 \ 



/ R 1 



(CH 2 ) n -CH-CH 2 



H 2 C=C. 



, R 1 



^O-CH-CH;, 
N 0 7 



/ R 1 
d ^ CH-CH. 



I 

I O 

V 

o 



dans lesquelles : 

R 1 designe 1'hydrogene, le radical methyle ou le radical Stfayle, 
R_ designe le radical methyle, ethyle ou propyle et n est un nombre 

entier entre 1 et 4. 

3 - Combinaison selon la revendication 1 , caracterisee en ce 
que la substance biologiquement active est une enzyme, un activateur, 
un inhibiteur, un antigene ou un anticorps, une proteine de plasma, 
une substance des groupes sanguins; un phytohemagglutinine , un anti- 
biotique, une vitamine ou une hormone, un peptide ou un amino acide, 
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un effecteur naturel ou synthdtique . 

4 - Procede de preparation d*un compose selon la revendication 

1 , caracterise en ce que : on fait reagir un copolymere du carbonate 
de vinyl ene avec une substance biologiquement active et on convertit 
5 alors les groupes cyclocarbonates encore presents en groupes hydro- 
xyles . 

5 - ProcedE de preparation d f un compose selon la revendication 
1 , caracterise en ce que : on couvertit les groupes cyclocarbonates 
d'un copolymere du carbonate de vinylene en groupes hydroxyles et 

10a) on fait reagir des groupes electrophiles presents dans le copoly- 
mere ou qui ont et£ introduits dans celui-ci avec une substance 
biologiquement active ou 
b) on fait reagir ces groupes hydroxyles 

(1) soit d'abord avec un compose contenant des groupes electro- 
15 philes, puis avec une substance biologiquement active, 

(2) soit immediatement avec une substance biologiquement active 
qui porte des groupes Electrophiles. 

6 - Agent contenant une combinaison selon la revendication 1 - . 

7 - Utilisation d'une combinaison selon la revendication 1 pour 
20 la chromatographic d'af finite, pour efifectuer 'des reactions immuno- 

logiques ou des reactions enzymatiques • 
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